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a doxorrubicina, un potente agente quimioterapéutico muy

utilizado en el tratamiento del cancer, muestra un compor-

tamiento farmacocinético complejo, especialmente en va-

rias formulaciones. Con una incidencia creciente de casos

de cancer en gatos, la comprension de la farmacocinética
del farmaco en sujetos felinos sigue siendo un area critica pero
inexplorada. Por lo tanto, en este estudio se investiga el perfil far-
macocinético de la doxorrubicina tras la administracion intraveno-
sa lenta de clorhidrato de doxorrubicina (DOX-HCl) o clorhidrato de
doxorrubicina (DOX-HCI-PLI) liposomal pegilada en doce gatos a una
dosis Unica de 20 mg/m?.

Las muestras de sangre recogidas en el momento del pretratamien-
to (Oh) y a lo largo de 192h se analizaron mediante cromatografia
liquida de ultrarendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS/
MS). Los pardmetros farmacocinéticos obtenidos de doxorrubici-
na revelaron diferencias significativas entre las dos formulacio-
nes y fueron los siguientes: semivida de eliminacién (T1/2Az) de
5,00+£3,20h (DOX-HCl) y 17,62+8. 13h (DOX-HCI-PLI), area bajo la cur-
va concentracion/tiempo de 0 al Ultimo punto (AUC_ ) de 0,67+0,12
pughr./mL (DOX-HCl) y 783,09+£267,29 ughr./mL (DOX-HCI-PLI), y
aclaramiento corporal total (CL ) de 27098,58+5205,19 mL/h/m?
(DOX-HCl) y 28,65+11,09 mL/h/m? (DOX-HCI-PLI). Ademas, también
se detectaron diferencias en el volumen aparente de distribucién
(Vz ) con 178,56+71,89 L/m? (DOX-HCl) y 0,64+0,20 L/m? (DOX-
HCL-PLI), y la concentracién plasmatica maxima (C__ ) con 2,25+0,30
pug/mL (DOX-HCl) y 24,02+5,45 pg/mL (DOX-HCI-PLI). En particular,
se detectd una baja concentracion de doxorrubicinol, el metabo-
lito de la doxorrubicina, en plasma después de la administracion
de DOX-HCl, y una concentracion aun menor cuando se administré
DOX-HCI-PLI. Esta investigacidn proporciona valiosa informacion so-
bre los distintos comportamientos farmacocinéticos del DOX-HCl y
el DOX-HCI-PLI en los gatos. DOX-HCI-PLI en gatos, aportando una
base esencial para futuros estudios y posibles aplicaciones clinicas
en oncologia felina.

La doxorrubicina, ampliamente usada en el tratamiento del can-
cer de mama y de ovario, es una antibiotico de tipo antraciclina,
antitumoral, de amplio espectro que inhibe la sintesis de ADN,
ARN vy proteinas en las células en varios ciclos de crecimiento
(1,2). Actualmetne, hay dos formulaciones de doxorrubicina au-
torizadas para el uso clinico en humanos, clorhidrato de doxo-
rrubicina y clorhidrato de doxorrubicina liposomal (3). Aunque
la doxorrubicina presenta una eficacia antitumoral significativa,
los estudios clinicos indican muchos efectos adversos (4-6). Por
ejemplo, las investigaciones han demostrado que la doxorrubici-
na y su metabolito, el doxorrubicinol, cuando se combinan pro-
vocan fuertes efectos secundarios toxicos en humanos y otras
especies (7, 8). Las investigaciones sobre una forma liposomal
de doxorrubicina han revelado su capacidad para alterar el perfil
farmacocinético del farmaco in vivo, mejorando en consecuencia
su eficacia antitumoral (9-13).
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El carcinoma mamario felino sigue siendo uno de los mas comunes
tumores en gatos, mostrando una alta malignidad y ratio de me-
tastasis, mostrando caracteristicas clinico-patoldgicas, epidemio-
légicas e histoldgicas, y una clasificacion molecular similar a las
encontradas en el cancer humano (14-16). En los recientes anos,
varios estudios han descrito la eficacia de la doxorrubicina en el
tratamiento de una variedad de tumores felinos (17-20). De forma
mas especifica, un articulo detallé el uso de cirugia citorreductora
y guimioterapia adyuvante con doxorrubicina en el tratamiento del
hemangiosarcoma mesentérico, lo que resultd en una supervivencia
prolongada en el gato (18). Sin embargo, en otros informes se ha ex-
presado preocupacion sobre la importante toxicidad del farmaco en
gatos, que provoca lesion renal, mielosupresion, anorexia y pérdida
de peso (21). Se necesita un conocimiento profundo para revelar op-
ciones terapéuticas destinadas a mejorar el resultado clinico en el
gato. Dichos estudios estan limitados por la falta de lineas celulares
felinas disponibles para ensayos de citotoxicidad (22). Ademas, al
comparar las dos formulaciones de doxorrubicina, las propiedades
fisicas del liposoma desempenan un papel importante en la alte-
racion de la farmacocinética del farmaco, un factor estrechamente
relacionado tanto con la eficacia como con las reacciones adversas
(23). A pesar de esto, sélo unos pocos estudios han caracterizado el
perfil farmacocinético de la doxorrubicina en gatos. La evaluacion
del perfil farmacocinético de la doxorrubicina y el doxorrubicinol en
las especies de destino constituye un paso crucial para compren-
der la eficacia y gestionar los posibles efectos adversos en futuros
tratamientos clinicos. Por lo tanto, el objetivo principal del presente
estudio fue caracterizar la farmacocinética de la doxorrubicina 'y su
metabolito, doxorrubicinol, de dos formulaciones distintas de doxo-
rrubicina en gatos.

El producto estandar de clorhidrato de doxorrubicina (pureza =
98,0%), el producto estandar de doxorrubicinol (pureza = 96,4%) y el
producto estdndar de clorhidrato de daunorrubicina (estandar inter-
no, pureza = 98,8%) fueron proporcionados por TLC Pharmaceutical
Standers. El clorhidrato de doxorrubicina para inyeccién (DOX-H-
Cl, 10 mg) se obtuvo de ShanXi Pude Pharmaceutical Co., Ltd., y la
inyeccién de liposomas pegilados de clorhidrato de doxorrubicina
(DOX-HCI-PLI, 20 mg:10 ml) fue suministrada por CSPC Pharmaceu-
tical Group Ouyi. Pharmaceutical Co., Ltd. Todos los demas produc-
tos quimicos y reactivos utilizados fueron de calidad cromatografica
y se obtuvieron de proveedores comerciales (Fisher Scientific).

En este estudio se utilizaron doce gatos pastorales chinos domes-
ticados (seis hembras y seis machos; 3-3,6 kg; rango de edad de
2-3 anos) obtenidos del Centro de Animales Experimentales de la
Universidad Agricola de China. Antes del estudio se verifico que los
gatos estuvieran sanos basandose en el examen fisico. Todos los



procedimientos fueron revisados y aprobados por Comité Institu-
cional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Agricola de
China (NO.13303-21-E-001).

El experimento preestablecido se llevo a cabo en un diseno de dosis
Unica y dosis paralelas. Doce gatos fueron asignados aleatoriamen-
te a dos grupos de tratamiento del mismo tamano. El grupo | recibio
DOX-HCl a una dosis de 20 mg/m? de superficie corporal, mientras
que el grupo Il recibi6 DOX-HCI-PLI a la misma dosis. De manera
similar a la practica clinica, ambas formulaciones se administra-
ron mediante infusién intravenosa (i.v.) lenta (administrada durante
10 minutos) después de la dilucién con NaCl al 0,9 %, manteniendo
una velocidad de inyeccion de aproximadamente 10 ylL/s. Los gatos
ayunaron durante 16 h antes y 8 h después de la administracién del
farmaco. Se pesoé a cada gato inmediatamente antes de la adminis-
tracion del farmaco el primer dia de tratamiento.

Se recogieron muestras de sangre de 0,5 ml en tubos heparinizados
a través de las venas de las extremidades anteriores en 0 (pretra-
tamiento) y 0,033, 0,083,0,167, 0,25,0,5,0,75, 1, 1,5, 3, 6, 12, 24, 48,
72, 96.120, 144, 168 y 192 h después de iniciar la administracion.
Posteriormente, las muestras de sangre se centrifugaron durante
10 minutos a 4000 rpm y las muestras de plasma se almacenaron
a -20 °C hasta su analisis.

Las concentraciones plasmaticas de doxorrubicina y doxorrubicinol
se analizaron utilizando un método validado de cromatografia liqui-
da de ultra rendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS/MS),
como se indicé anteriormente (7, 24). El limite inferior de cuantifi-
cacion (LLOQ) de doxorrubicina y doxorrubicinol en plasma fue de
10 ng/mly 2 ng/ml, respectivamente. Tanto los coeficientes de va-
riacion inter como intraensayo se mantuvieron por debajo del 15%.
Las recuperaciones medias de doxorrubicina oscilaron entre -14,51
y 10,00 %, mientras que las de doxorrubicinol oscilaron entre -14,00
y 10,63 %. Las curvas de calibracion de doxorrubicina y doxorru-
bicinol mostraron una linealidad satisfactoria dentro del rango de
concentracién de 10 a 2000 ng/ml (r2 > 0,99) y de 2 a 400 ng/ml (r2
> 0,99), respectivamente.

Los parametros farmacocinéticos se determinaron a partir del mo-
delo de andlisis no compartimental 200-202 (método de interpola-
cién lineal, trapezoidal lineal, ponderacién uniforme) en el software
WinNonlin™ (WinNonlin 8.3, Certara Estados Unidos). Para evaluar
diferencias significativas, se empled una prueba T mediante SPSS
Statistics 20.0 (International Business Machines, Armonk, NY, Esta-
dos Unidos) entre los grupos de estudio después de una transfor-
macion logaritmica en la vida media de eliminacion (T, . ), area bajo
la curva de concentracion/tiempo desde 0 hasta el ultimo punto
(AUC__). aclaramiento corporal total (CL ), volumen de distribucion
aparente (Vz )y concentracion plasmatica maxima (C__ ). Se con-
sideraron diferencias estadisticamente significativas para valores
de p (p) inferiores a 0,01 y todos los datos se expresan como media
+ desviacién estandar (DE).
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Las curvas de concentracion plasmatica/tiempo de doxorrubicina
para los grupos DOX-HCl y DOX-HCI-PLI se muestran en la Figura 1.

Ademas, la curva de doxorrubicinol se presenta para el grupo DOX-H-
Cl, mientras que la curva para el grupo DOX-HCI-PLI no se muestra
debido a los limitados puntos de tiempo medidos después de la ad-
ministracién. Los resultados demostraron que el perfil farmacoci-
nético de la doxorrubicina después de la administracién de las dos
formulaciones fue significativamente diferente.

Los parametros farmacocinéticos para las dos formulaciones de
doxorrubicina se presentan en la Tabla 1. Los resultados mostra-
ron diferencias significativas entre los dos grupos, DOX-HCl y DOX-H-
Cl-PLl, enlosvalores T,  AUC_.CL .Vz _ syC__(p<0,01).Dada
la baja concentracion del metabolito doxorrubicinol y el numero li-
mitado de puntos temporales medidos, no se pudieron obtener con
precision los parametros farmacocinéticos del doxorrubicinol ba-
sandose en la dosis actual de doxorrubicina. No se observaron efec-

tos adversos en ningun gato.
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Curvas de concentracidn plasmatica/tiempo de doxorrubicina y
doxorrubicinol en gatos (n = é) tras una inyeccion i.v. lenta de una dosis tnica (20
mg/m2) de DOX-HCl o DOX-HCI-PLI, respectivamente. Se muestra en primer plano
las primeras 12 h tras la administracion del farmaco.



Parametros farmacocinéticos plasmaticos (media aritmética+DE) tras
la administracion en infusidn i.v. de una dosis tnica (20 mg/m2) de las dos
formulaciones de doxorrubicina a gatos (n = 6), DOX-HCl y DOX-HCI-PLI.

Parameters DOX-HCL (n = 6) DOX-HCL-PLI (n = 6)
A (1/h) 0.17+0.07 0.05+0.03

T, ., (hr) 5.00+3.20** 17.62+8.13*
MRT__, (hr) 0.83+0.36 32.72+6.17
T (hr) 0.14%0.04 0.29+0.10
AUC ¢ o (bg-hr/mL) 0.76+0.15 785.83+270.56
AUC_, (ug-hr./ mL) 0.67+0.12* 783.09+267.29*
CL . (ML/h/m?) 27098.58+5205.19* 28.65+11.09*
vz (L/m?) 178.56+71.89** 0.64+0.20*

C... (ug/ mL) 2.25+0.30* 24.0245.45*

max

Los parametros farmacocinéticos se calcularon utilizando el modelo de analisis

no compartimental 200-202 en el software Winnonlin ™ (WinNonlin 8. 3, Certara
USA); Az, la constante de velocidad de eliminacidn; T1/2\z, semivida de eliminacion;
MRTlast, tiempo medio de residencia; Tmax, tiempo para alcanzar la concentracion
mdxima (pico) observada en estado estacionario; AUC, . . drea bajo la curva
concentracion/tiempo de 0 a infinito; AUClast, drea bajo la curva concentracién
versus tiempo de 0 al dltimo punto; CL , , aclaramiento corporal total; Vz

el volumen aparente de distribucion; C__, concentracion plasmdtica maxima.
**Diferencias significativas (p < 0,01), grupo DOX-HCl comparado con el grupo DOX-
HCI-PLI.

La doxorrubicina ha demostrado una eficacia terapéutica significa-
tiva en muchos tipos de cancer, y se considera uno de los farmacos
guimioterapéuticos aprobados mas potentes. Los estudios farma-
cocinéticos anteriores se centraron principalmente en humanos
y otras especies (25); sin embargo, en los ultimos anos se ha ob-
servado una tendencia al alza en los casos clinicos de tumores en
gatos (18, 21). Asi pues, en nuestro estudio hemos investigado la
farmacocinética de dos formulaciones de doxorrubicina midiendo
las concentraciones plasmaticas de doxorrubicina y su metabolito, PEQUENDOS A(l;l)lg/lvﬁdL-EISDN
el doxorrubicinol, en gatos.

En consonancia con otros hallazgos, nuestros resultados detectaron
doxorrubicina y doxorrubicinol en muestras de plasma, con el far-
maco principal predominantemente presente en el plasma tras la

Farmacocinética comparativa
de doxorrubicina libre y una
o " formulacion liposomal en
administracion (26). gatos tras administracion

intravenosa

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas en los
perfiles farmacocinéticos de la doxorrubicina y el doxorrubixi- Discusidn
nol entre las formulaciones DOX-HCly DOX-HCI-PLI. Estos resul-
tados coinciden con los de A. Gabixon et al., en cuyo estudio de
la formulacién liposomal de doxorrubicina se observé un mayor
tiempo de circulacién en plasma y un menor volumen aparente
de distribucidn tras la administracion i.v. en comparacién con
la doxorrubicina convencional (27). Ademas, en nuestro estu-
dio se vié una semivida de eliminacion mas larga tras la admi-
nistracion de DOX-HCI-PLI en comparacion con el grupo DOX-
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HCLl. Cabe senalar que el mismo rasgo también se observé en
otras especies, como lo demuestra la semivida de eliminacion
de 27+5 h tras la administracion de doxorrubicina liposomal en
perros (28). La presencia de moléculas de polietilenglicol (PEG)
en la superficie de la doxorrubicina liposomal contribuye a pro-
longar sus tiempos de circulacion in vivo, que superan las 18 h
en ratones y las 50 h en humanos (29). La diferencia aparente
en el tiempo de circulacion entre las dos formulaciones se atri-
buye probablemente a la capa de PEG que reduce su interac-
cion con el sistema fagocitico mononuclear (MPS), ayudando asi
a evitar la eliminacién en el higado (30). Ademas, el volumen
de distribucion del grupo DOX-HCI-PLI fue significativamen-
te menor en comparacion con el grupo DOX-HCL, lo que indi-
ca que la formulacién liposomal esta confinada principalmente
dentro del compartimento intravascular (2). Ademas, el AUC__
(0,67+0,12 pyg-hr./mL) del DOX-HCLI fue inferior al del DOX-HCl-
PLI (783,09£267,29 ug-hr./mL) en gatos.

Estos resultados sugieren que el DOX-HCI-PLI aumenta poten-
cialmente la biodisponibilidad y mejora su potencial de efecto
antitumoral. En un estudio de A. Rahmab y otros, se explord la
farmacocinética comparativa de la doxorrubicina libre y la doxo-
rrubicina atrapada en liposomas de cardiolipina en ratas admi-
nistradas a una dosis i.v. de 6 mg/kg. La concentracidon plasma-
tica maxima de doxorrubicina libre a los 5 min fue de 1,7 ug/
mL, mientras que la formulacién de liposomas de cardiolipina
produjo una concentracién plasmatica maxima de doxorrubicina
a los b minde 20,9 ug/mL. EL AUC para la doxorrubicina libre y la
doxorrubicina liposomal fue de 1,95 yg-hora/mL y 81,4 ug-hora/
mL, respectivamente (31). Del mismo modo, en ratones, el AUC_,
(72,98+15,79 ug-hora/mL) del DOX-HCI fue inferior al del DOX-
HCLI-PLI (499,61+72,35-ug-hora/mL) (32).

Estos hallazgos sugieren que el DOX-HCI presenta un mayor volu-
men de distribucién, un aclaramiento mas rapido y una semivida
mas corta en comparacion con el DOX-HCI-PLI.

No obstante, nuestro estudio pudo detectar que la concentracion
de doxorrubicinol era baja inmediatamente después de la admi-
nistracion de DOX-HCL, y que era aun menor cuando se adminis-
traba DOX-HCI-PLI. Estas observaciones concuerdan con hallaz-
gos anteriores (29, 33) e indican una conversion notablemente
reducida de doxorrubicina a doxorrubicinol cuando la doxorrubi-
cina se administra en su forma liposomal. Los datos del presente
estudio podrian servir como prueba cientifica que contribuya a
explicar la sustancial reduccion de la cardiotoxicidad asociada a
la doxorrubicina liposomal.

En conclusion, este estudio representa una investigacion inicial para
comprender la farmacocinética de dos formulaciones distintas de
doxorrubicina en gatos. Aunque preliminares, los hallazgos ofrecen
conocimientos fundamentales que podrian resultar cruciales para
la administracién practicay clinica de la doxorrubicina, en particular
en el tratamiento del cancer en sujetos felinos.
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Fotografia 1. Disparo con un microscopio electrénico criogénico, un farmaco contra
el cancer (doxorrubicina).
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Otra informacion

A

Las contribuciones originales presentadas en el estudio se inclu-
yen en el articulo/material suplementario, las consultas adicionales
pueden dirigirse a los autores correspondientes.

El estudio con animales fue aprobado por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Agricola de
China (N° 13303-21-E-001). El estudio se realizé de acuerdo con la
legislacion local y los requisitos institucionales.

YL: Redaccidon - borrador original, Analisis formal, Validacién, Re-
daccién - revision y edicion. SC: Redaccion - revision y edicion, Anali-
sis formal, Validacion. ZW: Redaccion - revision y edicion, Validacion.
JM: Redaccidn - revisién y edicidon, Recopilacién de datos, Validacién.
YY: Redaccion - revision y edicion, Validacion. YZ: Redaccion: revision
y edicién, validacion. JW: Redaccion - revision y edicion. XC: Redac-
cion - revision y edicion.

Los autores declaran que no han recibido apoyo financiero para la
investigacion, autoria y/o publicacion de este articulo.

Queremos agradecer a Xiaohui Gong, Pan Sun y Jing Li su ayuda en
la determinacién analitica del farmaco y en el pedido de consumi-
bles experimentales.

Los autores declaran que la investigacién se llevo a cabo en ausen-
cia de cualquier relacién comercial o financiera que podria interpre-
tarse como un posible conflicto de intereses.

Todas las afirmaciones expresadas en este articulo son exclusiva-
mente las de los autores y no representan necesariamente las de
sus organizaciones afiliadas, o las del editor, los editores y los revi-
sores. El editor no garantiza ni respalda ningun producto que pueda
evaluarse en este articulo, ni ninguna afirmacion que pueda hacer
su fabricante.
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